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ABSTRACT: 

Measurement of the dipole moment and/or concn. of a cpd. (I) dissolved in a 
fluid is effected by: (a) adding a charge carrier (II) to the fluid, where (II) 
has a lower relaxation frequency than (I); (b) introducing the fluid into a 
capacitor whose electrodes are masked from the fluid by insulating layers; (c) 
exposing the fluid to an AC electric field; (d) measuring the dielectric 
constant as a function of frequency; and (e) determining the dipole moment or 



concn. of (I) from the change in dielectric constant induced by (I). USE - The 
process may be used to measure the concn. of biological substances (e.g. 
cytochrome C), to monitor the enzymatic degradation of substances (e.g. 
pectin), or to monitor the formation of intermediate states, redox forms or 
complexes by enzymes, antigens, antibodies, etc. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Messung des Dipoimoments von in einem Fluid gelosten Molekulen und/oder der 
Konzentration von Molekulen mit einem Dipolmoment in einem Fluid 

(55) Beschrieben wird ein Verfahren zur Messung des Dipoi- 
moments von in einem Fluid gelosten Molekulen und/oder 
der Konzentration von Molekulen mit einem Dipolmoment in 
einem Fluid, mit einer kapazitiven Anordnung, in die das 
Fluid einbringbar ist, und die mit einem elektrischen Wech- 
selfeld beaufschlagt wird. 

Die Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daft das Fluid 

Ladungstrager enthalt, deren Relaxationsfrequenz kleiner als 

die der ein Dipolmoment aufweisenden Molekule ist, daS die 

Elektroden der kapazitiven Anordnung durch eine Isolations- 

schicht gegen das Ladungstrager enthaltende Fluid isoliert 

sind, und daft aus der Anderung der in Abhangigkeit von der 

Frequenz gemessenen Dielektrizitatszahl aufgrund der Di- 
— polmomente aufweisenden Molekule die Gro&e des Dipol- 

moments bzw. die Konzentration der Molekule bestimmt 
X wird. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur 
Messung des Dipolmoments von in einem Fluid gelo- 
sten Molekulen und/oder der Konzentration von Mole- 
kulen mit einem Dipolmoment in einem Fluid, mit einer 
kapazitiven Anordnung, in die das Fluid einbringbar ist, 
und die mit einem elektrischen Wechselfeld beauf- 
schlagt wird. 

Eine der Eigenschaften von biochemischen Makro- 
molekulen wie Protcinen und Nucleinsauren ist ihr clek- 
trisches Dipolmoment. Dieses Dipolmoment kann 
grundsatzlich mittels der dielektrischen Relaxation ge- 
messen werden. 

Molekiile mit Dipolmomenten in einer bestimmten 
Losung erzeugen in einem elektrischen Wechselfeld bei 
einer jeweils molekultypischen Relaxationsfrequenz ein 
Maximum der dielektrischen Veriusie una eine Stufe im 
Realteil der komplexen Dielektrizitatszahl. 

Zur Messung des Dipolmoments wird deshalb gemaO 
dem Stand der Technik die komplexe Kapazitat und/ 
oder der Verlustfaktor im Bereich der Relaxationsfre- 
quenz gemessen. Das Dipolmoment kann dann aus* dem 
Relaxationsbetrag,d. h. aus der Differenz der Dielektri- 
zitatszahlen bei tiefen (e s ) und hohen Frequenzen (e§) 
ermittelt werden. Alternativ kann das Dipolmoment aus 
dem Integral Uber die frequenzabhangigen dielektri- 
schen Verluste (bei Auftragung iiber dem Logarithmus 
der Frequenz) bestimmt werden. Zur praktischen 
Durchfiihrung der Messung werden die Substanzen 
meist in ein organisches Losungsmittel verbracht (was 
bei vielen Proteinen und anderen Biomolekulen proble- 
matisch ist), um durch Ausnutzung der elektrisch isolie- 
renden Eigenschaften den storenden EinfluB von elek- 
trischen Leitungsphanomenen auszuschalten. Die Mes- 
sung erfolgt — je nach Frequenz — in einem Kondensa- 
tor oder in einem Hohlraumresonator oder dergleichen. 

Haufig erschweren jedoch zwei Probleme die Mes- 
sung: 

ie Relaxationsfrequenz ist insbesondere bei kleinen Mo- 
lekulen sehr hoch und liegt typischerweise zwischen 1 
GHz und 100 GHz. Daruberhinaus sind die Relaxations- 
stgnale vergleichsweise klein. Aus betden Grunden sind 
die Relaxationsbanden im Verlustspektrum derdirekten 
Messung nur mit aufwendigen Geraten zuganglich. 
Selbst bei Proteinen, bei denen zuweilen recht hohe 
Dipolmomente auftreten konnen (z. B. einige hundert 
Debye), sind die direkten Relaxationssignale relativ 
klein, wenngleich die Relaxationsfrequenzen in diesem 
Fall niedriger liegen. 

Es ist deshalb Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren 
zur Messung des Dipolmoments von in einem Fluid ge- 
losten Molekulen und/oder der Konzentration von Mo- 
lekulen mit einem Dipolmoment in einem Fluid, mit ei- 
ner kapazitiven Anordnung, in die das Fluid einbringbar 
ist, und die mit einem elektrischen Wechselfeld beauf- 
schlagt wird, derart weiterzubilden, daQ zum leichteren 
Nachweis der dielektrischen Signale von Dipolmomen- 
ten die Messung bei vergleichsweise niedrigen Frequen- 
zen und mit einer vergleichweise groBen SignalgroBe 
durchgefiihrt kann. 

Eine erfindungsgemafle Losung dieser Aufgabe ist 
mit ihren Weiterbildungen in den Patentanspruchen ge- 
kennzeichnet. ErfindungsgemaB enthalt das Fluid La- 
dungstrager, deren Relaxationsfrequenz kleiner als die 
der ein Dipolmoment aufweisenden Molekiile ist. Wei- 
terhin sind die Elektroden der kapazitiven Anordnung 
durch eine Isoiationsschicht gegen das Ladungstrager 
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enthaltende Fluid isoliert. 

Damit ist es moglich, bei niedrigeren Frequenzen, die 
haufig sogar unterhalb von 10 MHz und manchmal so- 
gar noch um GroBenordnungen unter diesem Wert lie- 
5 gen, aus der Anderung der in Abhangigkeit von der 
Frequenz gemessenen Dielektrizitatszahl nach dem Ein- 
bringen der Dipolmomente aufweisenden Molekiile in 
das Fluid bei bekannter Konzentration die GrdBe des 
Dipolmoments bzw. bei bekanntem Dipolmoment die 
io Konzentration der Molekiile zu bestimmen. 

Die Erfindung geht dabei von dem Grundgedanken 
aus, die ublicherweise als storend empfundene Anwe- 
senheit von — bereits vorhandenen oder absichtlich 
dem Losungsmittel zugefiigten — Ladungstragern zur 
15 empfindlichen Messung des Dipolmoments von gelo- 
sten Molekulen auszunutzten. Hierzu wird eine kapazi- 
tive MeBsonde verwendet, deren Elektroden durch eine 
dunne Isolatorschicht gegen die MeBflussigkeit isoliert 
sind, so dafl die Ladungstrager die MeBsonde nicht 
20 "kurzschlieflen kdnnen". Die MeBsonde kann dabei ein 
Plattenkondensator, aber auch eine andere kapazitive 
Anordnung, beispielsweise ein Wellenleiter oder ein 
Hohlraumresonator sein. 

Mit dieser Anordnung wird die Dielektrizitatszahl ge- 
25 messen, bevor und nachdem sich die Konzentration von 
mit Dipolmomenten behafteten Substanzen, insbeson- 
dere von Biomolekulen oder von Reaktanden bei durch 
Biomolekule ausgeldsten Reaktionen, geandert hat. 
Daruberhinaus erlaubt das erfindungsgemafie Ver- 
30 fahren die Erfassung von Anderungen des Dipolmo- 
ments. Interessante Anwendungen sind die Erfassung 
von Dipolmomentanderungen bei der Bildung von As- 
soziaten oder bei Anderungen der chemischen Konsti- 
tution, z. B. des Redoxzustandes von biologisch relevan- 
35 ten (Makro-)Molekulen. Damit konnen auch neuartige 
Biosensoren realisiert werden, die mit dem erfindungs- 
gemafien Verfahren arbeiten. 

Im folgenden soli zunachst die Funktionsweise des 
erfindungsgemaBen Verfahrens erlautert werden: 
40 Bei Anwesenheit von Ladungstragern in einem Fluid, 
beispielsweise einem Losungsmittel, zwischen den Elek- 
troden einer kapazitiven Anordnung entsteht ein dielek- 
trisches Relaxationssignal, dessen Relaxationsfrequenz 
einerseits durch die Konzentration und Beweglichkei- 
45 ten der Ladungstrager und andererseits durch die Geo- 
metric der kapazitiven Anordnung bestimmt ist. Von 
den Ladungstragereigenschaften unabhangig sind eini- 
ge wichtige GroBen des Relaxationssignals, insbesonde- 
re der Relaxationsbetrag und die Hohe des Verlustfak- 
50 tormaximums. 

Diese und andere SignalgroBen, die zwar an die An- 
wesenheit von Ladungstragern gebunden, jedoch in ih- 
rer GrdBe von den Ladungstragerdaten bzw. von Leit- 
fahigkeitsdaten weitgehend unabhangig sind, werden 
55 erfindungsgemaB fur die Erfassung von zusatzlich vor- 
handenen Dipolmolekulen (d. h. Molekulen mit elektri- 
schen Dipolmomenten) herangezogen werden. Voraus- 
setzung daftir ist, dafl die Relaxationsfrequenz der Di- 
polmolekule groBer ist als die Relaxationsfrequenz der 
60 Ladungstrager in der jeweiligen geometrischen Anord- 
nung. In diesem Fall werden namlich die vorgenannten 
SignalgroBen der Ladungstragerrelaxation als Folge 
des bei hoheren Frequenzen ablaufenden Dipolrelaxa- 
tionsvorganges in definierter Weise verandert. Bei- 
65 spielsweise wird das Maximum des dielektrischen Ver- 
lustfaktors mit zunehmender Konzentration der Dipol- 
momente erniedrigt. Dabei kann die Erniedrigung des 
Maximums um einen um GroBenordnungen hoheren 
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Betrag erfolgen als die Hdhe des der Dipoirelaxation 
zugehorigen Verlustmaximums. Durch diesen system- 
immanenten Verstarkungsfaktor ist das erfindungsge- 
matte Verfahren zur Messung der Dipolmolekulkonzen- 
tration oder - bei bekannter Konzentration — des Di- 5 
poJmoments empfindlicher als die Messung bei der Di- 
polrelaxationsfrequenz. Insbesondere konnen Relaxa- 
tionssignale, die sonst unter der Nachweisgrenze liegen, 
durch das erfindungsgemaBe Verfahren erfaflbar ge- 
macht werden. 10 

Der Relaxationsbetrag der Ladungstragerrelaxation 
wird bei Anwesenheit von Dipolmolekiilen konzentra- 
tionsproportional emiedrigt, allerdings ohne den beim 
Verlustfaktor wirksam werdenden Verstarkungsfaktor, 
Doch besteht auch hier der Vorteil, daB dieser Effekt bei 15 
tieferen Frequenzen als der Relaxationsfrequenz des 
Dipolmolekuls detektiert werden kann. Wenn beispiels- 
weise Dipolmolekule in einer waGrigen Fliissigkeit auf- 
gelost werden, emiedrigt sich unter den obengenannten 
Bedingungen der Verlustfaktor der Ladungstragerrela- 20 
xation. Bei Ham-Proteinen mit Dipolmomenten von ei- 
nigen hundert Debye ist es beispielsweise moglich, Kon- 
zentrationen unter 10 u,mol auf diese Art nachzuweisen. 
Eine interessante Anwendung des Verfahrens ist die 
Anderung des Dipolmoments bei enzymatischen Reak- 25 
tionen, wenn z. B. das Substrat ein grofleres Dipolmo- 
ment besitzt als das Produkt — oder umgekehrt. Ein 
Beispiel ist der Abbau von Pektinpolymeren durch Pek- 
tinase. 

Es ist bekannt, daB bei gewissen Enzymen das Dipol- 30 
moment eine Rolle spielt bei der Bildung eines zeitweili- 
gen Komplexes zwischen Enzym und Ligand (z. B. Sub- 
strat). In diesen Fallen andert sich das Dipoimoment. 
Dies ist z. B. der Fall bei der Bildung eines Komplexes 
zwischen dem Enzym Cytochronvc-Oxidase und dem 35 
Substrat Cytochrom c. Eine Erniedrigung des Dipolmo- 
ments kann in diesem Fall durch einen Ansiieg des Ver- 
lustfaktormaximums der Ladungstragerrelaxation 
nachgewiesen werden. 

Damit kann uber die Konzentration des Zwischenzu- 40 
standes die Substratkonzentration gemessen werden. 
Auch DipoJanderungen von Enzymen infolge von Re- 
doxreaktionen sind auf diese Weise nachweisbar. 

Bei geniigend hoher Empfindlichkeit der dielektri- 
schen MeOanordnung und geniigend hoher Konzentra- 45 
tion der Enzyme (bzw. der mit einem Dipoimoment be- 
hafteten Molekule) lassen sich solche Anderungen des 
Dipolmoments auch direkt (d. h. bei der Relaxationsfre- 
quenz des Enzyms bzw. Dipolmolekuls) erfassen. Wenn 
dies moglich ist, kann man beide Signale verwenden, 50 
d. h. das direkte und das nach dem erfindungsgemaBen 
Verfahren Uber die Anderung des niederfrequenten Re- 
laxationssignals ermittelte Signal, so daO die Werte re- 
dundant und somit mit hoherer MeBsicherheit gemes- 
sen und eventuelle Storeffekte ausgeschaltet werden 55 
konnen. 

Eine andere Anwendung ist der Nachweis von Anti- 
gen-Anttkorperkomplexen, insbesondere in Form eines 
Immunsensors. 

Fur das erfindungsgemaBe Verfahren isi es erforder- 60 
lich, daB die Ladungstragerrelaxationsfrequenz kleiner 
als die Dipolrealaxationsfrequenz ist. Dabei sind beson- 
ders kleine Werte meDtechnisch von Vorteil: 
Eine Erniedrigung der Ladungstragerrelaxationsfre- 
quenz kann z. B. durch eine geeignete Geometriewahl 65 
der kapazitiven Sonde erfolgen. Dabei sollte insbeson- 
dere das Verhaltnis der Kapazitat der Fliissigkeit zu der 
Kapazitat der Isolierschicht klein sein. Eine andere Me- 
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thode ist die Verringerung der lonenkonzentration mit- 
tels Elektrodialyse. Dabei miissen die Elekirodialyse- 
membranen (oder eine Kombination von Elektrodialy- 
semembranen mit Ultrafiltrations- oder Hyperfiltra- 
tionsmembranen oder Dialysemembranen) so gewahlt 
werden, daO die Dipolmolekule selbst zuruckgehalten 
werden. 

Wenn es bei geniigend hohem Frequenzabstand zwi- 
schen Ladungstrager- und Dipoirelaxation nur darum 
geht, die Ladungstragerrelaxation nach tieferen Fre- 
quenzen (in einem bequemeren MeQbereich) zu ver- 
schieben, kann man die Viskositat eines Mediums erho- 
hen, indem man beispielsweise viskositatserhohende 
Substanzen zufugt, z. B. (vorzugsweise ungeladene) 
Polymere wie etwa Polyethylenglykol oder (vorzugs- 
weise ungeladene) Fiillstoffe, urn dadurch die Relaxa- 
tionsfrequenz zu tieferen Frequenzen zu verschieben. 

Eine andere Moglichkeit der gezielten Frequenzver- 
schiebung isc die Verbindung von Gelen im kapazitiv 
erfaBten Meflraum. Dazu kann man bekannte Gele ein- 
setzen, die man zur Immobilisierung von Enzymen ver- 
wendet 

Die Erfindung wird nachstehend ohne Beschrankung 
des allgemeinen Erfindungsgedankens anhand von Aus- 
fuhrungsbeispielen unter Bezugnahme auf die Zeich- 
nung exemplarisch beschrieben, auf die im ubrigen be- 
zuglich der Offenbarung aller im Text nicht naher erlau- 
terten erfindungsgemaBen Einzelheiten ausdrucklich 
verwiesen wird. Es zeigt 

Fig. 1 die Verlustfaktorbande fur Ladungstragerrela- 
xation, 

Fig. 2 die Kurve in Fig. I in logarithmischer Darstel- 
lung, 

Fig. 3 die Anderung der Kapazitat C, und 
Fig. 4 und 5 zwei Beispiele fur die Verlustfaktorban- 
de. 

Fig. 1 zeigt exemplarisch die Verlustfaktorbande D 
fur Ladungstragerrelaxation in einem Fluid als Funktion 
der Frequenz f. Die Verlustfaktorbande D weist bei ca- 
2 kHz ein Maximum auf, dessen Hdhe von der Anwe- 
senheit von Molekulen mit Dipolmomenten abhangt. 
Die gestrichelte Kurve gibt den Fall'an, dafl keine Mole- 
kule mit einem Dipoimoment in das Fluid eingebracht 
sind, wahrend die ausgezogene Kurve den Fall zeigt, 
daB Molekule mit einem Dipoimoment von 350 D mit 
einer Konzentration c von IOu.mol/1 vorhanden sind. 
Der Unterschied des Signals ist hier wesentlich groBer 
als bei der eigentlichen Dipolrelaxationsfrequenz (hier 
bei10 7 Hz). 

Fig. 2 zeigt die in Fig. 1 dargestellte Kurve in log- 
arithmischer Auftragung der Verlustfaktorbande D, urn 
das Dipotrelaxationsmaximum besser sichtbar zu ma- 
chen. 

Fig. 3 zeigt die Abhangigkeit der Kapazitat C der 
kapazitiven Anordnung von der Frequenz. 

Im folgenden sollen zwei numerische Beispiele zur 
weiteren Erlauterung der Erfindung beschrieben wer- 
den: 

Beispiel 1 

Eine kapazitive MeBsonde mit einem Plattenabstand 
von 2 mm und einer Isoiatorschicht von ca. 10 nm taucht 
in Wasser geringer lonenkonzentration (Leitfahigkeit 
ca. tO - * 4 S/m). Fig. 4 zeigt. daB dabei ein Verlustfaktor- 
maximum von D m - 5,1 bei 2,5 kHz auftritt. Durch die 
Zugabe von Cytochrom c wird das Verlustfaktormaxi- 
mum emiedrigt auf 3,5. Die Erniedrigung des Verlust- 
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maximums cntspricht ciner Dipolkonzentration von 

150 u.mol/1. 

Beispiel2 

5 

Fig. 5 zeigt, daD in einer 0,5%igen Pektinldsung ein 
Verlustsignal D max « 4,9 mit der MeOsonde von Bei- 
spiel 1 gemessen wird. Nach Zugabe Pektinase (Kon- 
zentration in der Losung ca. 2 u.mol/1) steigt das Signal 
auf 5,4 an. Bei zehnfach hoherer Pektinasemenge erhalt jo 
man den gleichen Signalzuwachs, d. h. in beiden Fallen 
erfolgte eine vollstandige Umsetzung des Pektins. 
Durch den Abbau des Pektins wird das gesamte wirksa- 
me Dipolmoment erniedrigt. Der Effekt kann dadurch 
vergrdBert werden, daB die entstehenden Pektinmono- 15 
mere durch eine selektive Membran entfernt werden 
und ihr Dipolmoment nicht mehr zum Signal beitragt. 
Auf diese Weise kann man eine Nachwetsempfindlich- 
keit von ca. 0 ; 5 mmoi/l (bezogen auf das Monomer) er- 
reichen. 20 

Durch Anderung der Geometrie der kapazitiven Son- 
de (Kapaziiatserniedrigung bei Erhohung der Kapazitat 
der Isolierschicht) kann die Nachweisgrenze unter 
100 u.mol/1 gesenkt werden. 

25 

Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Messung des Dipolmoments von 
in einem Fluid gelosten Molekulen und/oder der 
Konzentration von Moieklilen mit einem Dipolmo- 30 
ment in einem Fluid, mit einer kapazitiven Anord- 
nung, in die das Fluid einbringbar ist, und die mit 
einem elektrischen Wechselfeld beaufschlagt wird, 
dadurch gekennzeichnei, dafl das Fluid Ladungs- 
trager enthalt, deren Relaxationsfrequenz kleiner 35 
a)s die der ein Dipolmoment aufweisenden Mole- 
ktlle ist, daB die Elekiroden der kapazitiven Anord- 
nung durch eine Isolationsschicht gegen das La- 
dungstrager enthaltende Fluid isoliert sind, und dafl 
aus der Anderung der in Abhangigkeit von der Fre- 40 
quenz gemessenen Dielektrizitatszahl aufgrund der 
Dipolmomente aufweisenden Molekiile die GroBe 
des Dipolmoments bzw. die Konzentration der Mo- 
lekiile bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB die komplexe Dielektrizitatszahl oder 
aus ihr abgeleitete GroBen im Bereich der La- 
dungstragerrelaxationsfrequenz erfaflt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Anderung des Verlustfaktor- 50 
maximums im Bereich der Ladungstragerrelaxa- 
tionsfrequenz erfaBt wird- 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnei, daB die Anderung des Realteils der 
Kapazitat der kapazitiven Anordnung im Fre- 55 
quenzbereich oberhalb der Ladungstragerrelaxa- 
tionfrequenz erfaBt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die mit einem Dipol- 
moment behafteten Substanzen Substrate oder 60 
Produkte einer enzymatischen Reaktion sind. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche t bis 4, 
dadurch gekennzeichnei, daB die mit einem Dipol- 
moment behafteten Substanzen Enzyme in ver- 
schiedencn Zustandsformen wie Grundzustand und 65 
Zwischenzustand sind. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 oder 
6, dadurch gekennzeichnet, daB die mit einem Di- 
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polmoment behafteten Substanzen ein Enzym im 
Grundzustand und ein Enzym in Form eines Kom- 
plexes mit einem Reaktanden sind. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 oder 
6, dadurch gekennzeichnet, daB die mit einem Di- 
polmoment behafteten Substanzen ein Enzym in 
oxidierter oder reduzierter Form sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die mit einem Dipol- 
moment behafteten Substanzen Antigene, Antikdr- 
per und Antigen- Antikor per- Komplexe kind 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB das fluid Was ser ist 
und die Ladungstrager Elektrolytionen sind. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Fluid eine organi- 
sche Fliissigkeit ist und die Ladungstrager Ionen 
und/oder geladene Komplexe sind. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Ladungstrager Polyelektrolyte 
sind. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dafl das Verhaltnis der 
Kapazitat des Fluids zu der Kapazitat der Isolier- 
schicht klein ist • 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Reduzierung der 
Ladungstrfigerrelaxationsfrequenz die lonenkon- 
zentration mittels Elektrodialyse verringert wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche t bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Reduzierung der 
Ladungstragerrelaxationsfrequenz dem Fluid vis- 
kositatserhohende Substanzen zugesetzt sind. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dafl in die kapazitive An- 
ordnung Gele zur Verschiebung der Relaxations- 
frequenz eingebracht werden. 
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